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基础 研究 


利用 CRISPR/Cas9 3& Zt fJ 3 fa FE SX PR 4.1 R 基因 的 RAW264.7 
细胞 株 


王 成 博 , 康 巧 珍 , 丁 K, SHES, RH RRA, E 文 , 王 婷 
郑州 大 学 生命 科学 学 院 , 河 南 郑州 450000 


摘要 :目的 利用 CRISPR/Cas9 系统 构建 稳定 敲 除 4.1R 基 因 的 RAW264.7 巨 哈 细 胞 株 ,为 研究 4.1R 在 巨星 细胞 中 的 功能 奠定 基 
础 。 方 法 根据 CRISPR/Cas9 靶 向 原理 设计 并 合成 3 个 特异 性 识别 4.1R 基因 的 向 导 RNA (sgRNA) ,构建 sgRNA- 
lentiCRISPRv2 重组 质粒 并 转 和 人 293T 细 胞 中 制备 sgRNA-Cas9 慢 病毒 , 慢 病毒 侵 染 RAW264.7 细 胞 , WN ae Be AE HH PA PEA AE 
并 稀释 至 单 克隆 , Western blotting 印记 检测 单 克隆 细胞 中 蛋白 4.1R 的 表达 ,测序 确认 单 克隆 细胞 中 突变 位 点 。 结 果 Western 
blotting 印迹 检测 结果 表明 筛选 出 的 1 株 单 克隆 细胞 中 蛋白 4.1R 的 表达 完全 缺失 ;测序 结果 表明 该 细胞 株 中 4.1R 基因 发 生 了 
19bp 的 缺失 突变 ;并 且 4.1R 基因 敲 除 后 ,RAW264.7 细 胞 的 增殖 能 力 显 车 增加。 结论 本 研究 利用 CRISPR/Cas9 系统 成 功 的 干 
扰 了 巨星 细胞 系 RAW264.7 细 胞 中 4.1R 的 表达 ,为 研究 4.1R 在 巨 哈 细胞 中 的 功能 提供 了 有 效 工具 。 
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Construction of a stable 4.1R gene knockout cell model in RAW264.7 cells using CRISPR/ 
Cas9 technique 


WANG Chengbo, KANG Qiaozhen, DING Cong, LI Yawen, LIANG Taotao, ZHANG Chenglong, WANG Wen, WANG Ting 
School of Life Sciences, Zhengzhou University, Zhengzhou 45000, China 


Abstract: Objective To construct a cell model of 4.1R gene knockout in murine macrophage cell line RAW264.7 using CRISPR/ 
Cas9 technique. Methods Three high-grade small-guide RNAs (sgRNAs) that could specifically identify 4.1R gene were 
synthesized and inserted into lentiCRISPRv2 plasmid. RAW264.7 cells were infected with sgRNA-Cas9 lentivirus from 293T 
cells transfected with the recombinant sgRNA-lentiCRISPRv2 plasmid, and the positive cells were screened using puromycin 
and the monoclonal cells were obtained. The expression of 4.1R protein in the monoclonal cells was measured by Western 
blotting, and the mutation site was confirmed by sequence analysis. Result A 4.1R gene knockout RAW264.7 cell line was 
obtained, which showed a 19-bp deletion mutation in the 4.1R gene sequence and obviously enhanced proliferation. 
Conclusion We successfully constructed a 4.1R gene knockout macrophage cell line using CRISPR/Cas9 technique, which may 
facilitate further investigation of the function of 4.1R in macrophages. 
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过 抑制 CD4 工 细胞 的 活化 从 而 减弱 小 鼠 实 验 性 变态 反 


于 蛋白 4.1 家 族 ,此 家 族 还 包括 4.1B、4.1N 和 4.1G™*。 
研究 发 现 ,蛋白 4.IR 在 T 细 胞 B 细 胞 . 巨 鸣 细胞 等 免疫 
细胞 中 高 表达 ””,CD4*T 细 胞 中 ,蛋白 4.1R 通 过 结合 T 
细胞 活化 连接 蛋白 (LAT) 并 抑制 ZAP-70 对 LAT 的 磷酸 
化 负 调 控 CD4T 细 胞 增殖 及 分 化 "; 并 且 , 和 蛋白 4.1R 通 


应 性 脑 疹 髓 炎 (EAE) 的 病症 ”"。 随 着 研究 的 深入 ,4.1R 
在 获得 性 免疫 中 的 调节 作用 逐渐 被 发 现 ,但 4.1R 在 天 
然 免 疫 尤其 是 在 巨 哈 细胞 中 的 功能 尚 不 明确 。 对 于 其 
功能 的 研究 ,过 去 传统 上 依赖 于 RNA 干 扰 技 术 ” ,但 
RNA Fae ARETE AS BEES PERO ANE EY m e] 
对 基因 功能 的 正确 判断 ”。 而 近 几 年 迅速 发 展 起 来 的 
CRISPR/Cas9 基因 编辑 技术 能 够 在 基因 组 水 平 上 特异 
性 剪 切 目的 基因 ,是 研究 基因 功能 的 有 力 的 工具 。 本 
人 研究 拟 利 用 CRISPR/Cas9 技 术 定点 敲 除 巨 哈 细胞 系 
RAW264.7 细 胞 中 4.1R 基因, 得 到 稳定 敲 除 4.1R 基 因 
的 RAW264.7 细胞 株 ,为 深入 研究 4.1R 在 巨星 细胞 中 
的 作用 机 制 提 供 有 效 工具 。 
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1 材料 和 方法 
1.1 材料 与 试剂 

鼠 源 巨 哈 细胞 系 RAW264.7 细胞 、293T 细胞 、 
lentiCRISPRv2 质粒 (实验 室 保存 );PEG6000 慢 病毒 纯 
化 试剂 . 慢 病毒 包装 辅助 载体 pH1 .pH2 质粒 ( 英 茂 感 业 
生物 科技 ); 质粒 小 提 试 剂 盒 . 胶 回 收 试剂 盒 .细胞 基因 
组 DNA 提 取 试 剂 盒 (Axygen);DH5o 感 受 态 细胞 ( 易 国 
昌盛 生物 技术 );T4 多 聚 核酸 激酶 .限制 性 内 切 酶 
BsmBI、T4 连 接 酶 (TaKaRa);DMEM 高 糖 培养 基 \ 胎 牛 
血清 青霉素 和 链 霉 素 (Hyclone) ;jetPRIMES 转 染 试剂 
(Polyplus Transfection) ; Polybrene ( RERE , 93] ÆA W 
科技 ) ;RIPA RIR (3835 E )4.1R Dt (Proteintech) ; 
GADPH iit CAbways) BRAC AAW CAR P ER LL 
羊 抗 兔 IgG( 易 国 昌盛 生物 技术 ); ECL 化 学 发 光 液 
(Thermo Scientific) ,小 向 导 RNA(sgRNA) 序 列 合成 及 
质粒 测序 由 苏州 金 唯 智 生物 科技 有 限 公司 完成 。 
1.2 方法 
1.2.1 sgRNA 的 设计 和 赛 核 普 酸 链 的 合成 根据 CRIS- 
PR/Cas9 靶 向 原理 ,利用 CRISPR 在 线 设计 工具 (http:// 
crispr.mit.edu/) ,选择 3 条 分 数 较 高 的 针对 4.1R 外 显 子 
的 sgRNA 序列 ,在 正义 链 模板 的 5 铀 添加 CACC, 反 义 
链 模 板 的 5' 端 添加 AAAC, 与 BsmB T 酶 切 后 形成 的 条 
性 末端 互补 。 同 时 根据 靶 位 点 设计 CRISPR/Cas9 SEI 
鉴定 引物 4.1R-F:5'-AGATTCTGAAACGAAG-3', 
4.1R-R:5'-TCTTCTGTTAATTGTGCTG-3', 
1.22 重组 真 核 表达 质粒 lentiCRISPRv2-sgRNA 构建 
使 用 BsmB T 限制 性 内 切 酶 酶 切 质粒 lentiCRISPRv2 质 
粒 并 切 胶 回收 。 合 成 的 寡 核 苷 酸 单 链 sgRNA 用 T4 多 
聚 核 昔 酸 激酶 对 退火 形成 二 聚 体 ,用 T4 连 接 酶 将 退火 
后 的 sgRNA 与 胶 回 收 的 lentiCRISPRv2 质粒 连接 ,然后 
将 连接 产物 体系 转化 到 DH5o 感 受 态 细胞 中 , 涂 于 毛茶 
抗 性 的 LB 培 养 基 平板 上 , 挑 取 单 菌落 并 插 菌 培养 ,小 提 
质粒 并 测序 鉴定 。 
1.2.3 293T 细胞 培养 与 慢 病 毒 制备 将 293T 细 胞 用 
DMEM 培养 基 常 规 培养 , 转 染 前 以 细胞 密度 生长 至 
60%~80%。 将 构建 好 的 sgRNA-lentiCRISPRv2 质粒 
和 慢 病 毒 包装 辅助 载体 pH1、pH2 质粒 按照 ssRNA- 
lentiCRISPR:pH1:pH2 为 9:3:1 的 比例 混合 ,将 混合 好 
的 慢 病 毒 表达 系统 按照 jetPRIME8 转 染 试剂 说 明 书 转 
入 293T 细胞 内 , 转 染 48 h 后 收集 细胞 上 清 ,按照 
PEG6000 慢 病毒 纯化 试剂 说 明 书 纯化 慢 病 毒 。 
1.2.4 RAW264.7 细胞 培养 与 慢 病毒 侵 染 RAW264.7 
细胞 DMEM 培 养 基 和 常规 培养 , 侵 染 前 将 细胞 接种 至 12 
孔 板 , 当 细 胞 密度 生长 为 80% 左 右 , 每 孔 加 入 sgRNA- 
Cas9 慢 病毒 50~200 pL、Polybrene( 聚 凝 胺 )6 pg/mL ,加 
和 人 DMEM 培养 基 补 足 至 1 mL, 侵 染 24 hh 后 改换 为 


DMEM 培养 基 继续 培养 。 

1.2.55 Sk 4.1R XI] 49 RAW264.7 £u UI 89 3E & Pe if 
i& SSRNA-Cas9 慢 病毒 侵 染 RAW264.7 细 胞 48 h 后 ， 
更 换 含 2.5 hg/mL IERI EE ZR E DMEM SFr, 1 周 后 ,将 
带 有 抗 性 的 细胞 采用 有 限 稀释 法 接种 至 96 孔 板 , 待 细 
胞 形成 单 克 隆 集落 后 ,用 枪 头 吸取 吹 散 于 24 和 孔 板 内 ,长 
满 后 接种 至 6 孔 板 培养 。 

1.2.6 项 除 4.1R 基 因 的 RAW264.7 细胞 株 的 鉴定 6FL 
板 内 长 满 的 细胞 ,部 分 细胞 保 种 ,余下 细胞 继续 培养 长 
满 6 孔 板 时 加 入 RIPA 裂解 液 提取 和 蛋白 ,提取 和 蛋白 加 入 
SDS 缓 冲 液 沸水 浴 10 min, 进 行 SDS-PAGE 电 泳 电泳 ， 
结束 后 转移 至 PYDF 腊 ,5% 脱脂 奶粉 室温 封闭 2 h, 内 源 
性 4.1R 抗 体 4 CERIA , TBST YER , HRP (ASAE 
Jit f& IgG SEIZE; 1 h, TBST VER, ECL 化 学 发 光 液 进 
行 显影 曝光。 经 Western blotting 印记 检测 的 蛋白 
AAR 完全 没有 表达 的 RAW264.7 细胞 提取 基因 组 
DNA, 经 PCR 扩 增 后 将 产物 交付 苏州 金 唯 智 公 司 测序 ， 
测序 结果 与 4.1R 基 因 进 行 比 对 。 

1.2.77 CCK8 细胞 增殖 实验 将 处 于 对 数 生长 期 的 细胞 
以 密度 为 2x10’ 细 胞 /mL, 传 至 96 孔 板 , 每 孔 100 uL, i 
组 实验 设计 5 复 孔 ,在 37 % ,5% CO, 细 胞 培养 箱 中 培养 
24.48.72 h, 每 孔 加 入 10 nLCCK8 试 剂 ,在 孵 箱 培养 1~ 
4 了 ,在 450 nm 处 读 取 吸光 度 (A)。 

1.2.8 统计 学 处 理 计数 数据 以 均 数 + 标准 差 表 示 , 采 用 
GraphPadPrism 5.0 软 件 进 行 分 析 , 两 组 间 采 用 student's 
Ttest 比 较 , 以 P<0.05 表 示 差 异 具 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 sgRNA 鞠 点 的 选择 及 罕 核 普 酸 链 设 计 

4.1R 基 因 上 有 两 个 起 始 密 码 子 , 分 别 编 码 大 小 为 
135 000 和 80 000 的 两 个 亚 基 ,这 两 个 密码 子 分 别 位 于 
4.1R 基 因 的 1 号 外 显 子 和 4 号 外 显 子 上 ,因此 ,为 了 能 够 
彻底 干扰 4.1R 基 因 的 表达 ,我 们 分 别针 对 4.1R 基因 的 
外 显 子 4.5.6 设 计 sgRNA( 图 1) ,并 在 5 端 添加 相应 碱 基 
GR D , 送 苏州 金 唯 智 公司 进行 寡 核 背 酸 链 合成 。 
2.2 LentiCRISPRv2-sgRNA 载体 的 构建 

将 设计 好 sgRNA 进行 程序 退火 形成 双 链 ,用 
BsmBI 酶 切 lentiCRISPRv2 质粒 ,T4 连 接 酶 将 sgRNA 
与 酶 切 后 的 质粒 连接 。 连 接 产物 转化 经 转化 . 挑 菌 . 摇 
V8 .小 提 质 粒 后 , 送 往 金 唯 智 公司 进行 测序 ,结果 显示 
4.1R-sgRNA1、4.1R-sgRNA2 4.1R-sgRNA3 序列 均 正 
确 插入 lentiCRISPRv2 ,插入 序列 的 位 置 .方向 及 序列 与 
预期 相符 (图 2) ,证 明 lentiCRISPRv2-sgRNA 表达 载体 
构建 完全 正确 。 
2.3 稳定 敲 除 4.1R 基 因 的 RAW264.7 细 胞 株 的 鉴定 

分 别 用 sgRNA1- Cas9、sgRNA2- Cas9、sgRNA3- 
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psi RRE U6 


A 


BsmB I BsmB I 


B AIR 


Genome locus 


Target PAM 


GCGAGTGTGCGAGCACCTCAACCTTTTGGAAGAA 


CGCTCACACGCTCGTGGAGTTGGAAAACCTTCTT 


TTTAGCCCTGTGGGACAGCGCAACCTCTAAGAC 


Genome locus 


AAATCGGGACACCCTGTCGCGTTGGAGATTCTG 


PAM 


4.1R T$ 


Target 


GTTTTATCCACCCGACCCAGCACAATTAACAGAA 


Genome locus 


CAAAATAGGTGGGCTGGGTCGTGTTAATTGTCTT 


PAM 


图 1 靶 向 4.1R 基 因 的 ssgRNA 的 设计 


Target 


Fig.1 Design of sgRNA targeting 4.1R gene. A: Structure of lentiCRISPRv2 plasmid; B: Recognition 


sequence of sgRNA targeting Exons 4, 5, and 6. 


表 1 4.1R-sgRNA BIKE SI 
Tab.1 Oligonucleotide sequence of 4.1R-sgRNA 


sgRNATheoligonucleotide sequence( 5'—3") 


4.IR-sgRNAI F:CACCGGTGCGAGCACCTCAACCTTT 
R:AAACAAAGGTTGAGGTGCTCGCACC 
4.1R-sgRNA2 F:CACCGTAGAGGTTGCGCTGTCCCAC 
R:AAACGTGGGACAGCGCAACCTCTAC 
4.1R-sgRNA3 F:CACCGGTTAATTGTGCTGGGTCGGG 


R:AAACCCCGACCCAGCACAATTAACC 


Cas9 慢 病毒 侵 染 RAW264.7 细 胞 后 ,加 入 2.5 pg/mL IE 
I SR dpt 1/8] ,结果 只 有 在 用 sgRNA1-Cas9 慢 病毒 侵 
染 的 RAW264.7 细 胞 中 出 现 抗 味 叭 霉 素 的 阳性 细胞 ,将 
阳性 细胞 稀释 至 单 克隆 , 取 其 中 4 个 单 克 隆 细胞 ,用 
Western blotting 印迹 法 检测 其 蛋白 4.1R 的 表达 ,其 中 
sgSRNA1-Cas9 慢 病毒 侵 染 后 筛选 的 单 克 隆 中 3 瑚 四 胞 株 
表现 为 蛋白 4.1R 的 表达 完全 缺失 (图 3)。 将 3 天 四 胞 株 
的 细胞 提取 基因 组 DNA, 进行 鉴定 PCR,PCR 产物 测 
序 ,通过 与 4.1R 基 因原 序列 对 比 发 现 ,4.1R-sgRNA1-3# 
出 现 了 19 个 碱 基 的 缺失 突变 ,此 突变 能 改变 4.1R 基因 


编码 的 开放 阅读 框 ,进而 终止 蛋白 4.1R 的 翻译 。 结 果 说 
明 稳 定 敲 除 4.1R 基 因 的 RAW264.7 细 胞 株 构建 成 功 。 
2.4 敲 除 4.1R 基 因 的 RAW264.7 细 胞 增殖 能 力 检测 

利用 CCK8 法 检测 筛选 出 的 稳定 敲 除 4.1R 基 因 的 
RAW264.7 细 胞 (4.1RKO-RAW264.7) 的 增殖 。 结 果 显 
示 ,4.1R 基因 敲 除 后 ,RAW264.7 细 胞 增殖 能 力 显著 增 
加 (图 4) ,提示 4.1R 参 与 调节 巨 哈 细胞 系 RAW264.7 细 
胞 的 增殖 。 


3 讨论 

本 实验 利用 CRISPR/Cas9 RAMA A 
胞 系 RAW264.7 细 胞 中 4.1R 基因, 得 到 稳定 敲 除 4.1R 
基因 的 RAW264.7 细 胞 株 ,DNA 测序 结果 表明 该 细胞 
株 中 4.1R 基 因 发 生 了 19 bp 的 缺失 突变 ,发 生 突 变 的 位 
点 正 是 ssRNAI 的 识别 序列 ,这 说 明 sgRNA1-Cas9 慢 
病毒 人 侵 RAW264.7 细胞 后 ,sgRNA1 准确 地 靶 向 了 
4.1R 基 因 的 4 号 外 显 子 , 随 后 Cas9 核酸 酶 在 靶 位 点 产 
^E DNA 双 链 断裂 趾 ,RAW264.7 细 胞 DNA 在 修复 过 程 
中 ,产生 了 缺失 突变 中 ,此 突变 改变 了 4.1R 基 因 编 码 的 
开放 阅读 框 , 提 前 终止 蛋白 4.1R 的 翻译 ,western 
blotting 鉴 定 结果 也 证 明了 该 细胞 株 中 和 蛋白 4.1R 的 表达 
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A 


210 220 230 250 260 2n 
AGGACGAAACACCG m ctr ttacacc TAGAAATAGCAAGTTAAAAT 


210 ma E neon il 250 260 270 
TGGAAAGGACGAAACACCGTAGAGGTTGCGCTGTCOCACG TTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATA 


dv NDA tM 


210 220 220 230 
TATCT Tote AAAGGACGAAACACCG @PEAAPIGTGOTEGGTEGGGGTTTTAG AGCTAGAAATAGCAAGT! 


图 2 LentiCRISPRv2-sgRNA 测序 图 
Fig.2 Sequence map of lentiCRISPRv2- sgRNA. A: Sequencing result of 4.1R-sgRNA1-lentiCRISPRv2; B: 
Sequencing result of 4.1R-sgRNA2-lentiCRISPRv2; C: Sequencing result of 4.1R-sgRNA3-lentiCRISPRv2. 


4.IR-sgRNAI 


4.1R 


GADPH 


= 


| | Val AAA DAL 


4.1R-sgRNA1-Target 


WT: TTCTTCCAAAAGGTTGAGGTGCTCGCACACTCGCTTCAGC 


4. 1R-sgRNA1-3# : TTCTTICCA:* menm nnn CACTCGCTTCAGC 


3 Western blotting 印 迹 鉴 定 及 DNA 测 序 结果 

Fig.3 Western blotting and DNA sequencing for verifying stable 4.1R gene knockout in the cells. 4: Detection of 
4.1R protein expression in the selected monoclonal cells using Western blotting; B: Sequencing result of 4.1R- 
sgRNA1-3#; C: Comparison of 4.1R sequence in 4.1R-sgRNA1-3# and the original 4.1R sequence. 
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-使 -14.1R KO-RAW264.7 
—9—RAW264.7 


24 48 72 


Incubation time (h) 


图 4 4. IR EARR ES RARI A R AW264.77 HELFER 
影响 

Fig.4 Effect of 4.1R gene knockout on the proliferation of 
murine macrophage line RAW264.7. ***P«0.001 vs 
RAW264.7. 


完全 缺失 。 

CRISPR/Cas9 技 术 出 现 之 前 ,细胞 水 平 研究 基 
功能 的 常用 技术 是 RNA 干扰 技术 。RNA 干扰 技术 作 
为 一 种 转录 后 沉默 基因 表达 的 有 力 工具 为 分 析 基 因 的 
功能 和 机 制作 出 了 重要 贡献 ,但 随 着 技术 的 发 展 ,其 显 
现 出 瞬时 性 和 不 彻底 性 的 弊端 呈 ”。CRISPR/Cas9 系 
统 是 利用 sgRNA 引导 Cas9 核酸 酶 在 靶 位 点 处 进行 
DNA 特 异性 剪 切 号 ,从 而 达到 项 除 基因 的 目的 。 本 研 
究 利 用 CRISPR/Cas9 系统 在 RAW264.7 细胞 基因 组 水 
平 上 造成 了 4.1R 基 因 的 缺失 突变 从 而 干扰 4.1R 基 因 的 
表达 ,消除 了 已 往 应 用 RNA 干 扰 技 术 中 存在 的 瞬时 性 和 
不 彻底 性 的 粹 端 ,因此 , 相 比 RNA 干 扰 技 术 ,CRISPR/ 
Cas9 系统 是 更 适用 于 基因 功能 研究 的 有 效 工 具 。 

蛋白 4.1R 是 最 初 在 红细胞 中 发 现 的 细胞 膜 骨架 和 蛋 
白 "5 ,在 维持 红细胞 的 形状 ,脆性 及 正常 生理 功能 中 发 
挥 着 重要 的 作用 ,例如 ,人 类 4.1R 的 表达 缺失 会 导致 
遗传 性 椭圆 型 红细胞 增多 症 "“。 随 着 研究 的 深入 发 现 ， 
蛋白 4.1R 在 许多 哺乳 动物 组 织 和 不 同类 型 的 细胞 中 都 
有 广泛 的 表达 ”2 ,并 且 所 表达 的 蛋白 4.1R 都 含有 完整 
的 FERM 结构 域 所 ,红细胞 中 4.1R 的 FERM 结 构 域 结 
合 多 种 跨 膜 蛋 白 ”;CD4'T 细 胞 中 4.1R 的 FERM 结 构 
域 与 LAT 结 合 “; 角 质 细胞 中 与 了 L- 整 合 素 结合 ”; 小 肠 
上 皮 细 胞 中 与 质 膜 钙 离 子 ATP 酶 (PMCA) 结 合约 ; 胃 上 
皮 细 胞 中 与 #- 连 环 蛋 白 结 合 纯 ,通过 这 些 相互 作 用 ,4.1R 
调节 细胞 增殖 . 粘 附 和 迁移 。 本 实验 中 利用 敲 除 4.1IR 
基因 的 巨 吻 细 胞 系 RAW264.7 细 胞 检测 4.1R GF EX ZI 
胞 增殖 的 影响 ,结果 表明 4.1R 基因 获 除 后 ,RAW264.7 
细胞 的 增殖 能 力 显 著 增 加 ,提示 4.1R 负 调 控 巨 噬 细 胞 


的 增殖 ,这 一 实验 结果 也 与 研究 报道 的 4.1R 作为 细胞 
增殖 的 负 调控 分 子 相 吻合 。 接 下 来 ,4.1R 调 控 巨 喉 细 胞 
增殖 的 作用 机 制 以 及 4.1R 在 巨 噬 细 胞 其 他 功能 中 的 作 
用 还 需 做 进一步 深入 的 研究 。 

综 上 所 述 ,CRISPR/Cas9 系统 作为 一 种 新 型 的 基 
因 编 辑 技术 ,是 研究 基因 功能 的 强 有 力 的 工具 ,我 们 利 
用 CRISPR/Cas9 系统 成 功 的 敲 除 了 巨 哈 细胞 系 
RAW264.7 细 胞 中 的 4.1R 基因 ,构建 了 稳定 敲 除 4.1R 
基因 的 RAW264.7 细 胞 株 , 为 研究 4.1R 在 巨星 细胞 中 
的 功能 了 奠定 基础 。 
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